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1. RESUMEN.

El cancer de prostata (CaP) es la segunda causa de muerte debida a neoplasia en
paises industrializados. En México, ~40% de los hombres entre 60 y 69 anos sufren
de este padecimiento. A la fecha, el antigeno prostatico especifico (PSA) sigue
siendo el unico marcador molecular empleado como indicador en la identificacion y
manejo de pacientes con CaP. Sin embargo, a pesar de su alta sensibilidad el PSA
presenta una baja especificidad. Es por ello que se tiene la necesidad de encontrar
nuevos marcadores que permitan diferenciar la hiperplasia prostatica benigna (HPB)
del CaP para disminuir la tasa de resultados falsos positivos y mejorar la deteccion
temprana. Se ha establecido la importancia del papel crucial de los microRNA
(miRNA) y las consecuencias de su alteracion en la progresion del cancer. Estudios
recientes han revelado que es posible clasificar diferentes tipos de tumor con base
en su perfil particular de microRNA. El objetivo de este estudio es evaluar la utilidad
potencial de miRNA en orina como posibles indicadores de la enfermedad prostatica.
Se colectaron 36 muestras de orina provenientes de pacientes con diagnostico
positivo de CaP o HPB (hiperplasia prostatica benigna) obtenidas después de la
aplicaciéon de examen recta digital (DRE). Se realiz6 la extraccion de RNA total,
haciendo uso del estuche comercial RNAeasy Kit (Quiagen Inc.) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La concentracion de RNA se determiné por
espectrofotometria a 260 nm, utilizando el equipo Nanodrop-1000. Se realizaron
reacciones de RT y de pre-amplificacion. La cuantificacion relativa de miRNA se
llevé a cabo por PCR en tiempo real utilizando el equipo ABI 7900HT y el arreglo
TagMan low density array (TLDA) (Applied Biosystems Inc.) que permite medir la
expresion simultanea de 667 miRNA. Para el analisis estadistico de datos se
utilizaron el software DataAssist™ v 1.0 y el paquete Bioconductor. La cuantificacion
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relativa de miRNA se determiné mediante el método comparativo de Ct (
diferencias con un valor-p <0.05 se consideraron como estadisticamente
significativas.

Después de normalizar los datos de Ct, utilizando como controles endoégenos a los
RNA pequefios: MammU6 y RNU48, se realizd una prueba t para encontrar

diferencias significativas en la expresion de microRNA entre el grupo de CaP y el de



HPB. Identificamos un grupo de 21 microRNA diferencialmente expresados. De este
conjunto, hsa-miR-150 y hsa-miR-328 se encuentran subexpresados y el resto esta
sobre-expresado. Particularmente hsa-miR-184 ha sido reportado previamente como
sobre-expresado en perfiles de expresion de miRNA en CaP. Otro ejemplo es hsa-
miR-100, también sobre-expresado en circulacion, como lo reporta Mitchell et.al.
(2008). La familia de microRNA hsa-let7 esta relacionada con la actividad supresora
de tumores en condiciones fisiologicas normales y han sido reportados como sub-
expresados en CaP. De manera interesante, nosotros encontramos una regulacion a
la alta de varios miembros de la familia hsa-let7 (let-7b-c-d-e). Un agrupamiento
jerarquico supervisado muestra que el perfil de 21 miRNA seleccionados permite
realizar una separacion adecuada entre las 3 muestras del grupo de CaP y las 3 del
grupo de HPB. Estos resultados, reflejan el uso potencial de miRNA obtenidos de
muestras de orina como elementos de una firma molecular que permita distinguir a

los individuos en riesgo de desarrollar CaP de aquellos con HPB.



2. INTRODUCCION.

El Cancer de Prostata (CaP) es el segundo tipo de neoplasia maligna mas
frecuente entre la poblacion masculina. Las cifras mas recientes indican que
782,600 nuevos casos fueron diagnosticados durante 2007 y el numero de
muertes asociadas a CaP durante ese ano se estima en 254,000, lo que convierte
al CaP en la sexta causa de muerte por cancer en hombres, a nivel mundial
(Garcia et al., 2007). La informacion mas reciente indica que entre 2006 y 2007, el
segundo tipo de neoplasia maligna que mas egresos hospitalarios ocasioné en
México fue el CaP. Mas aun, en este mismo periodo, el CaP ocupo el primer lugar
en cuanto a mayor numero de muertes asociadas a neoplasias malignas (INEGI,
2009). Actualmente, las principales pruebas diagnosticas son la exploracion rectal
y la evaluacion del antigeno especifico prostatico (PSA). Sin embargo, aun
prevalece la dificultad para diagnosticar el cancer de prostata en etapas
tempranas, debido a que en muchas alteraciones no relacionadas al cancer de
préstata, por ejemplo, la hiperplasia benigna prostatica (HPB), se presentan
caracteristicas que guardan gran semejanza con las lesiones del cancer de
prostata (De Marzo et al., 2003). Esto conduce a la necesidad de realizar
monitoreos continuamente a lo largo de la vida de los pacientes para evaluar el
posible desarrollo de CaP. Con el desarrollo de la tecnologia gendomica, los
esfuerzos se han concentrado en el estudio a nivel molecular de factores que

estan implicados en la iniciacion y progresion del cancer en humanos.

2.1. Histologia y patologia de la prostata.

La préstata es un 6rgano pequefio de aproximadamente 20g, con forma semejante
a la de una nuez. Produce el liquido prostatico, elemento importante que
proporciona soporte nutricional al semen. Anatomicamente se distinguen 5 zonas:
rodeando la uretra, se encuentra la zona periuretral, que ocupa el 5% de la
préstata; la zona central, cruzada por los conductos eyaculadores, que supone un
20% de la glandula; la zona transicional, que ocupa 5% del volumen glandular,
es en esta zona donde la HPB ocurre casi de manera exclusiva; la zona

fibromuscular y la zona periférica que ocupan un 70% del volumen glandular



(Figura 1). En la zona periférica se desarrollan el 68% de los casos de cancer
(Joshua et al., 2008).

Histologicamente la prostata consiste de dos tipos celulares principales: el estroma
y el epitelio. El estroma esta compuesto de células de musculo liso, fibroblastos y
células endoteliales. Por otra parte, 4 subtipos celulares componen el epitelio:
epitelio basal, epitelio secretor, células neuroenddcrinas y células madre (DeMarzo
et al., 2003). La etiologia del CaP es multifactorial y compleja e involucra multiples
alteraciones a nivel molecular. Por otra parte, la hiperplasia prostatica benigna
(HPB) es un padecimiento que afecta a mas del 50% de los hombres mayores de
60 afos y su prevalencia aumenta con la edad hasta afectar a casi la totalidad de
los hombres mayores de 80 afios (Oelke and Gravas, 2010; Roehrborn, 2005).

a Zonacentral

b Zona fibromuscular
C Zonade transicion
d Zona periférica

. . Regioén periuretral
Conducto eyaculatorio € Region perluretra

Figura 1. Esquema de las zonas de la prostata y su predisposicion a
enfermedades. La mayoria de las lesiones de cancer ocurren en la zona periférica
de la glandula, pocas ocurren en la zona de transicion y casi ninguna en la zona
central. La mayoria de las lesiones de HPB tienen lugar en la zona de transicion.
Adaptado de (De Marzo et al., 2007).



2.2. Factores de riesgo para el cancer de prostata.

A pesar de la elevada tasa de morbilidad, a la fecha las causas exactas que llevan
al desarrollo de adenocarcinoma prostatico no han sido elucidadas.
Tradicionalmente el CaP se ha asociado a factores como la edad avanzada, la
etnicidad y la historia familiar. Por otra parte, se tiene conocimiento de muchos
factores putativos de riesgo entre los que se encuentran los androgenos, la dieta,
el tabaquismo, el sedentarismo la actividad fisica, factores sexuales y la obesidad.
Aunque lo cambios en el estilo de vida y la prevencion de la exposicion a
contaminantes quimicos parecen ayudar a disminuir la incidencia de la
enfermedad, su papel en la etiologia del CaP no se ha establecido claramente
(Schulz et al., 2003) . La patogénesis del cancer involucra una interaccion entre
factores ambientales y genéticos. Mas aun, se piensa que los factores genéticos
contribuyen en un 42% al riesgo del desarrollo y progreso de la enfermedad
(Rubin and De Marzo, 2004). Aunado a esto, los estudios mas recientes indican
que los androgenos tienen un papel importante en el establecimiento de la
enfermedad. Variaciones de genes que participan en la biosintesis y metabolismo
de estos andrégenos han sido asociadas con el desarrollo y progreso del CaP. El
CaP cursa por diferentes estadios desde androgeno dependiente a androgeno
independiente o refractario a terapia hormonal, siendo esta ultima fase la mas

agresiva y de mal prondstico para el paciente (Pienta and Bradley, 2006).

2.3. Pruebas de diagndstico y marcadores moleculares para el cancer de prostata.

La identificacion de marcadores moleculares asociados al CaP, constituye un
aporte cientifico que ha mejorado la capacidad para detectar individuos en riesgo
de padecer CaP. El marcador mas utilizado actualmente para el diagndstico de
CaP es el antigeno prostatico especifico (PSA). El PSA es una glicoproteina que
se produce de manera exclusiva en el epitelio de la prostata y esta presente en
cantidades pequefias en el suero de varones sanos y se acumula con la edad. Los
rangos de normalidad, sin embargo, depende de variables poblacionales o étnicas
(Reynolds et al., 2007). A pesar de su alta sensibilidad, la prueba de niveles en
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suero de PSA carece de especificidad ya que no permite establecer una diferencia
confiable entre la HPB, el CaP de tipo agresivo y el no agresivo (You et al., 2010).
A nivel genético, el PCA3 ha tenido un papel significativo como marcador de
diagndstico no invasivo en orina. EIl PCA3 es un mRNA especifico de prostata,
probablemente no codificante, cuya expresidon se encuentra anormalmente
elevada en neoplasias prostaticas, en comparacién con tejidos adyacentes no-
neoplasicos (Bussemakers et al., 1999). Otro marcador que ha sido reportado
como altamente sobre-expresado en tejido de CaP es el gen que codifica para la
proteina alfa metil CoA racemasa (AMACR) (Rubin et al., 2002). En un estudio
reciente realizado con la finalidad de encontrar genes con eleva expresion en un
conjunto de muestras de CaP se identifico a un gen de fusion presente en el 80%
de los casos de CaP y ausente en tejido prostatico benigno. Esta fusién involucra
al gen EGR, miembro de la familia de genes ETS, que se une a la regién 5" no
traducida (UTR por su siglas en inglés) del gen TMPRSS2. Este dltimo codifica
para una serin proteasa que responde a la sefalizacion por andrégenos (Tomlins
et al., 2008). A pesar del valor diagnostico que presentan el mensajero PCAS3, el
gen AMACR y el gen de fusion EGR-TMPRSS2, no existe a la fecha un marcador
histolégico o molecular que permita hacer una prediccion temprana del CaP con
adecuada exactitud, en especial, del fenotipo agresivo del mismo.

2.4. Biogénesis de microRNA.

Los microRNA (miRNA) son secuencias cortas de RNA no codificantes, de 18 a 22
nucledtidos que se expresan en varios organismos eucariontes (Bushati and
Cohen, 2007). Los primeros estudios revelaron que la expresion de los miRNA let-
7 y lin-4 influye en el desarrollo y ciclo celular de Caenorhabditis elegans (Lee et
al., 1993) y que la pérdida de su funcion altera su desarrollo normal. Estudios
subsecuentes describen patrones de expresion de miRNA que son especificos de
una etapa del desarrollo o de un tipo de tejido en especial en vertebrados (Lagos-
Quintana et al., 2001). Estos hallazgos sugieren que los miRNA desempefian un
papel en el control de la expresidon génica en eucariontes, al menos tan importante

como el de los factores de transcripcion.



El mecanismo de biogénesis de los miRNA (Figura 2) inicia con el procesamiento
de un precursor primario (pri-miRNA) que puede estar contenido en diferentes
regiones genicas; intronicas, exonicas, o no traducidas (UTR). La RNA polimerasa
Il se encarga de la transcripcion del pri-miRNA, el cual, al igual que un mRNA, se
encuentra poliadenilado y tiene CAP en el extremo 5 (Cai et al., 2004). Cada pri-
miRNA puede contener uno o mas miRNA, cada uno dentro de una secuencia de
60 a 80 nucledtidos que se encuentra plegada sobre si misma para formar una
estructura en forma de horquilla, la cual es referida como pre-miRNA. Sin
embargo, la mayoria de los pre-miRNA estan organizados en agrupamientos
dentro de una misma regiébn cromosomica y presentan patrones de expresion
similares, lo que sugiere que su transcripcion se realiza en forma de policistrones
que estan regulados bajo un mismo promotor (Kim, 2005). A continuacion, las
horquillas de pre-miRNA son reconocidas y escindidas dentro del nucleo celular
por la accion de un complejo microprocesador que incluye a la enzima Drosha y su
elemento asociado DGCR8. Una vez escindido, el pre-miRNa en forma de
horquilla, contiene un segmento de dos nucledtidos en el extremo 3'que es
caracteristico del corte producido por Drosha. Este rasgo permite al factor nuclear
de exportacién, conocido como exportina 5, reconocer al pre-miRNA vy
transportarlo al citoplasma en una forma dependiente de RAN guanosina trifosfato
(Lund et al., 2004). Una vez en el citoplasma, otro complejo que incluye a la la
RNasa tipo lll, Dicer, y a la proteina trans-activadora de union a RNA (TRBP),
realiza un segundo corte sobre el pre-miRNA para generar una molécula de RNA
de doble cadena de 18 a 24 nucledtidos de longitud, que contiene dos miRNA
maduros potenciales. Este duplex de RNA se asocia a un complejo proteinico
denominado complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC). Una de las dos
cadenas de RNA es seleccionada por el RISC para actuar como cadena guia, esta
cadena constituye el miRNA maduro. La cadena restante, también denominada
cadena “pasajero” es degradada por la accion de la proteina Argonauta 2 (AGO 2)
del complejo RISC. Se piensa que el RISC selecciona la cadena con menor
estabilidad termodinamica de apareamiento como la cadena guia, al mismo tiempo

que degrada a la cadena pasajero, mas estable. Sin embargo, Ro vy



colaboradores muestran evidencia de que ambas cadenas del duplex de RNA son
susceptibles de ser incorporadas al RISC y co-existir en ciertos tejidos, para

actuar sobre diferentes poblaciones de mRNA (Ro et al., 2007).

Gen codificante de miRNA

Trnascripcidn por
LRNA pol Il

Pri—miRNA%

Corte
por Drosha-DGCRS8

Pre—miRNA*O

/ Exportina 5 Nicleo
Citoplasma
Pre- mlRNA%:O

Corte por
Dicer

RNA blcatenar% e MiRNA maduro
AGO2

lEnsam blaje miRNA-RISC

Figura 2. Biogénesis de miRNA. Un transcrito primario denominado pri-miRNA es
generado por la RNA polimerasa Il. El pri-miRNA es reconocido y procesado por el
complejo de la RNAasa tipo Il DROSHA y su cofactor DGCRS, lo que da lugar a
un precursor denominado pre-miRNA. Finalmente el miRNA maduro es producido
por la accion otra RNAasa tipo Il, DICER; y es posteriormente integrado al

complejo RISC para ejercer su accion. Adaptado de (Rana, 2007).

2.5. Mecanismo de accion de los microRNA.

De manera general, los miRNA establecen un apareamiento de bases con una

secuencia de 6 a 8 nuclettidos que se localiza en la region 3'UTR del mRNA,



denominada secuencia semilla (Brennecke et al., 2005; Rajewsky and Socci,
2004). El apareamiento del miRNA con su mRNA blanco conduce a la
degradacion de este ultimo o a la represion de su traduccion (Figura 3). El grado
de complementariedad entre el miRNA y su mRNA blanco determina el
mecanismo de regulacion. Si la complementariedad exhibida es perfecta, el
mMiRNA induce la escision del mRNA por accion del RISC. Usualmente, la escisidon
ocurre dentro de la region de complementariedad miRNA — mRNA y requiere de la
participacion de AGO2 (Liu et al., 2004). De manera alternativa, si la
complementariedad es imperfecta, el RISC actua silenciando 6 bloqueando la
traduccion del mRNA. Este bloqueo no esta del todo elucidado y parece llevarse a
cabo durante la traduccion, ya sea al inicio 6 durante la etapa de elongacion. Se
ha demostrado que existe una represion del mecanismo de reconocimiento del
CAP 5°, en el que el miRNA impide la union del factor de inicio de la traduccion
elF4F. La represion de la traduccién medida por miRNA, también puede ocurrir al
inhibirse el ensamblaje de la subunidad ribosomal 60S al complejo de iniciacion de
la traduccion (Filipowicz et al., 2008). Aquellos mRNA que han sido silenciados
por los mecanismos mencionados son secuestrados dentro de un tipo de
estructuras de procesamiento citoplasmaticas denominadas cuerpos P, en donde
son almacenados vy, finalmente, degradados por accion de proteinas que también
se encuentra dentro de los cuerpos P, tales como las enzimas que degradan el
CAP 5" Dcp1/Dcp2 y la exonucleasa 3'—5" Xrn1; y las que eliminan
progresivamente la poliadenialcién en 3" como el complejo Ccrd4p/Pop2p/Not. De
hecho, todo el conjunto del RISC se encuentra también dentro de estos cuerpos P,
por lo que éste también puede ensamblar la maquinaria que conlleva al
decaimiento de los mRNA (Parker and Sheth, 2007; Fabian et al., 2010). De
manera interesante, la versatilidad en el modo de accioén de los miRNA no se limita
a inhibir la expresion génica de ciertos productos biolégicamente funcionales.
También se ha demostrado que, de manera opuesta, su presencia y asociacion a
otros factores, p.ej. la proteina relacionada al sindrome del X fragil, puede inducir
e incrementar la traduccion del transcrito sobre el que ejercen su efecto, mas que

impedirlo (Vasudevan et al., 2007).
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Figura 3. Mecanismo de accién de miRNA. El complejo miRNA-RISC dirige la
accion de represion de la traduccién del trascrito blanco. Si el nivel de
complementariedad entre el miRNA y la regién semilla del transcrito, este es
degradado. Si es incompleta, se produce un bloqueo de la traduccion. Adaptado
de Rana, 2007.

2.6. Papel de los microRNA en la aparicion vy progresion del cancer.

El crecimiento celular durante el desarrollo animal depende de sefales
moleculares que coordinan cuidadosamente lo procesos de proliferacion y de
muerte celular, y la velocidad a la cual estos se llevan a cabo. Sin embargo, el
cancer se caracteriza por un crecimiento celular en el cual la identidad de las
células se ha perdido, existe proliferaciéon extensa y alteracion del proceso de
muerte celular. Interesantemente, las primeras pistas de la asociacion entre los
miRNA vy la presencia de un fenotipo cancerigeno en humanos provinieron de los
estudios mencionados en C. elegans. La demostracién de que la pérdida de la
funcién de lin-4 resulta en anormalidades en la diferenciacion de linajes celulares
especificos del nematodo (Wightman et al., 1993), condujo a establecer una
analogia con los procesos de formacion de tumores en los que existe una falla en

la ejecucion del programa de diferenciacion celular. Posteriormente, estudios
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realizados en Drosophila mostraron que el miRNA bantam estimula la proliferacion
celular y, al mismo tiempo, previene la apoptosis (Brennecke et al., 2003), lo que
sugiere que los homologos putativos de bantam en vertebrados podrian actuar
como oncogenes.

El vinculo mas directo entre la funcion de miRNA y el cancer en humanos fue
quiza demostrado en el estudio realizado por Calin y colaboradores en 2002. En
dicho estudio se observé que miR-15a y miR-16-1 se encuentran codificados en la
region cromosomica 13914, que frecuentemente se encuentra deletada en
pacientes con leucemia linfocitica cronica de linfocitos B (B-CLL). Por
consiguiente, miR-15a y miR-16-1 se encuentran ausentes o sub-expresados en
tejidos de pacientes con B-CLL (Calin et al., 2002). Mas aun, posteriormente se
reportd que ambos miRNA tenian como blanco de accion la regién 3'UTR del
transcrito del gen BCL2, el cual resulta ser un potente inhibidor de la apoptosis
(Cimmino et al.,, 2005). Lo anterior sugiere contundentemente una actividad
supresora de tumores para estos dos miRNA. Posteriormente, se demostro la
expresion de una firma molecular especifica de 13 miRNA, que incluye a miR-15a
y miR-16-1, asociada a la aparicioén y progreso de la B-CLL (Calin et al., 2005).
Mas de la mitad de los miRNA se encuentran localizados en regiones del genoma
humano susceptibles de sufrir amplificaciones, deleciones o rearreglos en tumores
malignos, lo que refuerza las hipotesis acerca del importante papel de los miRNA
en la patogénesis del cancer (Calin et al., 2004). Por otra parte, estudios
subsecuentes han mostrado que los perfiles de expresion de los mMIiRNA
proporcionan informacion importante acerca del estado de diferenciacion y el linaje
celular en diferentes tipos de tumores. Estos perfiles de expresion de miRNA,
también permiten la clasificacion del tejido de origen de de tumores pobremente
diferenciados con mayor exactitud que la que permite el analisis de expresion de
MRNA de las mismas muestras (Lu et al., 2005). Con base en esta informacion,
podria decirse que la historia del desarrollo de un tumor esta reflejada en su
patron de expresion de miRNA particular. En el estudio mencionado, también se
muestra que mas de la mitad de los mMIRNA examinados se encuentran

expresados a un nivel inferior en tumores, en comparacién con tejidos sanos del
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mismo tipo e independientemente del tipo celular, lo que refleja el papel de los
miRNA en la diferenciacion celular terminal y que la diferenciacién incompleta en

células cancerosas esta fuertemente asociada a la disminucién en su expresion.

2.7. MicroRNA con actividad oncogénica.

Aquellos miRNA que contribuyen a la proliferacion celular y la actividad anti-
apoptética se dice que son promotores de la actividad oncogénica y, por lo tanto,
estan sobre-expresados en células tumorales. Uno de los ejemplos mas conocidos
de un miRNA con actividad oncogénica es miR-21, el cual se encuentra sobre-
expresado en una gran variedad de tumores, incluyendo al cancer de mama, el
hepatocelular y el colorectal. Dos de los blancos identificados para miR-21 son los
genes: homodlogo de fosfatasa y tensina (PTEN) y de muerte celular programada 4
PDCD4, ambos con actividad supresora de tumores y que estan implicados en
procesos invasivos y metastasicos (Asangani et al., 2008; Meng et al., 2007; Zhu
et al., 2008). Otro, es el ejemplo de un locus con propiedades de oncogén. Se
trata del agrupamiento mir-17-92, que codifica a siete miRNA, se encuentra
localizado en un intron dentro de la region del cromosoma humano 13q31.3 y
frecuentemente esta amplificado en diversos tipos de linfomas y tumores solidos
(Hayashita et al., 2005). En general, la informacion acerca de los miRNA
oncogeénicos indica que su funcion principal consiste en regular negativamente a
genes supresores de tumores que al estar disminuidos favorecen los procesos

invasivos y de metastasis en el cancer.

2.8. MicroRNA con actividad supresora de tumores.

Aquellos miRNA que presentan actividad que previene la proliferacion celular y
promueve la apoptosis se pueden categorizar como supresores de tumores. Por lo
general, la expresion de estos miRNA se encuentra disminuida en células
cancerosas, en comparacion con las de tejido sano. Ademas de los ya
mencionados miR-15a y miR-16-1, existen otros ejemplos de este tipo de miRNA.
La familia /et-7 consiste en un grupo altamente conservado en muchas especies,

incluyendo a C. elegans, Drosophila, y vertebrados. Dentro de esta familia, let-7 es
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un miRNA que ejerce una regulacion negativa sobre tres genes RAS, conocidos
oncogenes, en humanos. La expresion de let-7 se encuentra significativamente
disminuida en tejidos de tumor pulmonar y la expresion de la proteina RAS
incrementada, en relacion al tejido normal (Johnson et al., 2007; Johnson et al.,
2005). Se han reportado otros blancos de let-7, como el transcrito del gen HMGA2
que tiene un conocido funcién oncogénico en una gran variedad de tumores. Este
es un ejemplo en el que la supresion de un oncogén por la accion de un miRNA se
ve superada en células tumorales por una sobre-expresion del gen HMGAZ2, con
una translocacion que elimina la region 3'UTR complementaria a let-7, lo que
impide que este ultimo ejerza su accién de regulaciéon negativa (Lee and Dutta,
2007). Los miRNA, en teoria, pueden actuar sobre mas de un mRNA,; por lo tanto,
un mismo miRNA podria tener acciones potenciales como un oncogén, si su
blanco es el transcrito de un gen supresor de tumor o como un supresor de
tumores, si su blanco es el transcrito de un oncogén. Aunque se ha encontrado
que la expresion diferencial de muchos miRNA en células cancerosas es
significativa, a la fecha no se conoce con exactitud su funcion ni la totalidad de sus
blancos moleculares. En la figura 4 se presenta un esquema que muestra de
manera general la asociacion entre la expresion de miRNA y su alteracion en

cancer.

2.9. Expresion aberrante de microRNA en cancer de prostata.

La progresion del CaP es un proceso que implica multiples alteraciones
moleculares, muchas de las cuales se reflejan en cambios de la expresion
genética de las células. Debido al papel regulatorio de los miRNA en la expresion
de diversos genes y a su especificidad tisular, es evidente que la identificacion de
miRNA relacionados al CaP podria aportar informacién valiosa sobre las
alteraciones moleculares asociadas a la patogénesis del CaP. Recientemente, se
han reportado diversos estudios de la expresion de miRNA en muestras clinicas
de CaP. En un trabajo sobre el perfil de expresion de 228 miRNA en 56 muestras
de CaP y 7 de tejido prostatico normal, se logro identificar la expresion diferencial
significativa de 42 miRNA. De los miRNA identificados, 39 (87%) se encontraban
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sobre-expresados y 6 (13%) estaban sub-expresados, en las muestras de CaP
(Volinia et al., 2006). Alternativamente, en otro estudio, analizaron el perfil de
expresion para 319 miRNA en 9 muestras de CaP y 4 de HPB y lograron detectar
50 miRNA expresados diferencialmente. De éstos, 36 (72%) mostraron estar sub-
expresados en muestras de CaP, mientras que 14 (28%) se encontraban sobre-
expresados en las mismas muestras (Porkka et al., 2007). Entre estos dos
estudios existen discrepancias que pueden ser atribuidas en gran medida a las
diferentes metodologias aplicadas, lo que indica que el analisis del perfil de
expresion de miRNA en muestras clinicas de CaP no es un asunto trivial. Reportes
mas recientes han mostrado que la expresion de miRNA se encuentra regulada a
la baja de manera significativa en tejidos de CaP con respecto a tejido prostatico
benigno (Ambs et al., 2008; Tong et al., 2009), datos que coinciden con los
reportados en el trabajo de Porkka et al. (2007) (Tabla 1). Interesantemente, dicho
trabajo mostré que es posible separar a las muestras de HPB de las de CaP, con
base en su perfil de expresion particular de miRNA. Mas aun, las muestras de
carcinomas fueron clasificadas de acuerdo a su dependencia androgénica.
Teniendo cuatro de los cinco carcinomas sin tratamiento hormonal agrupados en
un subgrupo; mientras que los cuatro refractarios a terapia hormonal, se
localizaron dentro un subgrupo propio. Esto muestra que la expresion de los
miRNA en un tejido tumoral pueden proporcionar informacion valiosa que permita
su clasificacion y que puede ser aprovechada en el desarrollo de nuevas
tecnologias de diagnostico de tipos de cancer que actualmente carecen de

marcadores moleculares exactos, como en el caso del CaP.
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Figura 4. Alteracion de miRNA y sus consecuencias sobre la iniciaciéon y
progresion del cancer. La accion de un miRNA puede considerarse oncogeénica, si
sus blancos son transcritos que codifican para supresores de tumores. Si, por el
contrario, sus blancos son transcritos de oncogenes, se considera como un

miRNA con accion de supresor de tumor.
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Tabla 1. MiRNA que tienen expresion alterada en muestras clinicas de CaP con

respecto a controles de tejido normal.

(Tong et al.,
(Volinia et al., 2006) (Porkka et al., 2007) 2009) (Ambs et al., 2008)
Sub- Sobre- Sub- Sobre- Sub-
Sobre-expresados expresados | expresados Sub-expresados expresados expresados expresados
En todos los carcinomas
(39 miRNA) (6 MRNA) | (14 miRNA) (36 miRNA) (5 miRNA) (20 miRNA) (20 miRNA)

let-7d* miR-106a let-7a** miR-202 let-7a** miR-143 miR-23b** miR-182 miR-494
let-7i ** miR-124a miR-24 miR-210 let-7b miR-145 miR-100 | MiR-31 miR-490
miR-16* miR-135 miR-29a miR-296 let-7¢ miR-195* MiR-145** miR-26a-1/2 miR-133a-1
miR-17-5p  miR-146 miR-128a miR-320 let-7d* miR-199a miR-221** miR-200c miR-1-2
miR-20a miR-148 miR-149 miR-370 let-7g miR-221 MmiR-222** miR-375 miR-218-2
miR-21 miR-181b miR-218 miR-373 miR-16* miR-222 miR-196a-1/2 | miR-220
miR-25**  miR-184** miR-498 miR-23a miR-497 miR-370 miR-128a
miR-26a*  miR-187 miR-503 miR-23b miR-425 miR-221
miR-27a*  miR-191 miR-26a* miR-194-1/2 miR-499
miR-29a*  miR-195* miR-92* miR-181a-1/2 | miR-329
miR-29b*  miR-196 miR-99 miR-34b miR-340
miR-30c*  miR-197 miR-103 let-7i** miR-345
miR-32 miR-198** miR-125a miR-188 miR-410
miR-34a miR-199 miR-125b miR-25** miR-126
. 003 I'E]r; rmcoarzca::nomas refractarios a terapia miR-106b miR-205
miR-93**  miR-206 miR-184** let-7f miR-30a_5p miR-449 miR-7-1/2
miR-95 miR-214 miR-198** miR-19b miR-30b miR-99b miR-145**
miR-101 miR-223 miR-302¢c miR-22 miR-30c miR-93** miR-34a

miR-345 miR-26b miR-100 miR-92-1/2 miR-487

miR-491 miR-27a miR-141 miR-125a let-7b

miR-513 miR-27b miR-148a

miR-29a miR-205
miR-29b

**Expresion idéntica entre dos 6 mas estudios; *discrepancia en el resultado de

expresion entre dos o mas estudios.
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3. JUSTIFICACION.

El CaP ha mostrado un incremento en el numero de casos durante los ultimos
afnos y presenta elevadas tasas de mortalidad alrededor del mundo, incluyendo a
México. Por otra parte, la hiperplasia prostatica benigna es un padecimiento que
afecta a mas del 50% de los hombres mayores de 60 afios y su prevalencia
aumenta con la edad. Clinicamente, los rasgos y sintomas que caracterizan a la
HPB son casi indistinguibles de los del CaP, particularmente durante las primeras
etapas del desarrollo de las lesiones prostaticas, lo cual dificulta el diagndstico
acertado. Este problema es aun mayor si se considera que las estrategias de
deteccion oportuna son invasivas, con una alta morbilidad asociada y no permiten
establecer con certeza la diferencia entre CaP y la HPB. El lograr establecer dicha
diferencia constituye un valioso aporte cientifico que permitira identificar a los
sujetos en riesgo de desarrollar CaP y dar un mejor seguimiento médico a su
evolucion. Evitando, al mismo tiempo, que los pacientes con HPB sean sometidos
a tratamientos dolorosos e innecesarios. Es por ello, que la identificacion potencial
de miRNA como elementos constitutivos de la firma molecular de HPB y CaP, en
un fluido como la orina, representa una posible herramienta que contribuya al
desarrollo de nuevas estrategias de diagndstico oportuno, no invasivo y acertado
de la enfermedad prostatica.

4. HIPOTESIS.

La citologia tanto de BPH como el CaP presentan un crecimiento de células
anormal, y se ha establecido que en un fluido como la orina es posible identificar
una gran cantidad de estas células. Por otro lado se sabe que la expresion de
genes que influyen en el desarrollo de la enfermedad puede estar regulada por
moléculas pequefias como los miRNA, entonces es posible la identificacion en
orina de un conjunto de MiRNA cuyo patron de expresion sea caracteristico de
CaP.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo General.

Evaluar el perfil de expresion de microRNA en muestras de orina como elementos
constitutivos de la firma molecular diferencial de HPB y CaP

5.2. Objetivos particulares.

* Realizar el aislamiento y purificacion de microRNA, a partir de muestras de
orina, provenientes de pacientes con diagnostico positivo para HPB y CaP.

* Determinar la diferencia en la expresion de microRNA entre los grupos de

CaP y de HPB, utilizando el método de cuantificacion relativa 2747,

* Determinar la correlacion entre los perfiles de expresion de microRNA, y el
diagnostico positivo correspondiente, que permita proponer una firma
molecular basada en miRNA para CaP y HPB.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Muestras clinicas.

6.1.1. Colecta y procesamiento de muestras.

Las muestras de orina se obtuvieron de pacientes que acuden al servicio de
Urologia del Hospital General Manuel Gea Gonzalez; Ciudad de México, México.
Todos los participantes fueron informados y proporcionaron su consentimiento
informado para la realizacién de este estudio. La poblacion de estudio consistié de
hombres con diagndstico clinico de CaP, con grado Gleason promedio de 7
(intervalo: 6 a 8) y hombres con diagnostico clinico de HPB. La edad promedio de
los pacientes sometidos al estudio fué de 67 afos (intervalo: 50 a 87 afos). La
colecta de muestras se realizé de la siguiente manera: después de la aplicacion de
masaje prostatico rectal (DRE) realizado por un médico urélogo, se colectaron 30
mL de orina. Las muestras de orina se mezclaron con 5 mL de una solucién
amortiguadora (RNA/ater® RNA Stabilization Reagent, AMBION, Austin TX, USA)
para estabilizacion del RNA y se mantuvieron en refrigeracion a -70°C hasta la

extraccion del mismo.

6.1.2. Grupos del disefio experimental.

Las muestras se clasificaron en dos grupos: CaP e HPB. Con la finalidad de
optimizar los ensayos de cuantificacion por PCR en tiempo real, en cada grupo se
conformaron 3 bloques constituidos por 3 muestras cada uno, para un total de 9
muestras por grupo (Figura 5). La cantidad de RNA en cada bloque se mantuvo
aproximadamente constante (70 a 75 nanogramos) en un volumen final de 3

microlitros y se llevo a cabo el analisis de cuantificacion por triplicado.
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Grupo CaP

LN
o

Bloque: CaP1 CaP 2 CaP 3

Muestra:

Grupo HPB

LU
o

Bloque: HPEB1 HPB 2 HPB 3

Muestra:

Figura 5. Formacion de grupos y bloques para analisis de muestras. Combinacion
aleatoria en bloques de 3 muestras para cada grupo, CaP e HPB. Cada bloque fue
analizado por triplicado.
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6.2. Estudio de la expresion de miRNA en muestras de orina de pacientes con

cancer de prostata e hiperplasia prostatica benigna.

6.2.1. Extraccion de RNA total y microRNA de muestras de orina.

Cada muestra se centrifugé a 3,000 rom durante 15 minutos a 15°C y se decanto
el sobrenadante para obtener una pastilla que contiene el paquete celular. La
pastilla se lavo, agregando 10 mL de PBS (solucion salina amortiguadora de
fosfatos) a pH= 7.4; se centrifugd a 3,000 rpm durante 10 minutos a 15°C y se
decanto el sobrenadante.

A continuacion se prosiguio con el protocolo del estuche comercial (RNeasy® Mini
Kit, Qiagen Inc., Valencia CA, USA). El protocolo considera que el RNA se aisla y
purifica gracias a las condiciones que permiten su union selectiva a una
membrana de silica. Primero, se disolvio la pastilla en 400 yL de amortiguador
RLT para favorecer la lisis celular y se agité en vortex para homogenizar la
muestra. Con la finalidad de incrementar la selectividad de la union del RNA con
la matriz de silice, se afiadieron 400 uL de Etanol al 70%. Posteriormente, se
vertieron 400 pyL de la muestra en una columna, donde el RNA se une a la
membrana, colocada previamente sobre un tubo de recoleccién de 2 mL; se
centrifugé a 10,000 rpm durante 15 segundos y se descarté el sobrenadante. Este
paso se repiti0 hasta eluir el volumen total de muestra por la columna.
Posteriormente, se anadié un volumen de 700 yL de amortiguador RW1 para lavar
la columna, se centrifugé a 10,000 rpm durante 15 segundos y se descarté el tubo
con el sobrenadante. Se transfirié la columna a un nuevo tubo de recoleccion de 2
mL. Se realizé un lavado con 500 pL de amortiguador RPE, se centrifugd a
10,000 rpm durante 15 segundos y se decantd el sobrenadante. Nuevamente, se
agregaron 500 pL de amortiguador RPE y se centrifugd a 10,000 rpm durante 2
minutos. Se decantd el sobrenadante y se centrifugé a 10,000 rpm durante 30
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segundos. La columna se transfirio a un tubo de 1.5 mL con tapa y se agregaron
10uL de agua libre de RNasas en el centro de la columna sin tocar la membrana,
para eluir el RNA. Se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd a 10,000 rpm durante 1 minuto. Una vez colectada la elusion, la
concentracion de RNA se determin6 por medicién espectrofotométrica a 260 nm,
empleando el equipo NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc, Waltham, MA USA). Para evaluar la calidad de la extraccion se

utilizé la proporcidn de las absorbancias 260nm/280nm.

6.2.2. Trascripcion reversa (RT) de microRNA.

La reaccion de RT se realizd haciendo uso del estuche comercial, TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit, (Applied Biosystems Llc, Foster City, CA
USA). La técnica de RT para fragmentos de RNA mayores a 200 pb, permite su
transcripcion a cDNA, mediante el uso de cebadores lineales. La diferencia
fundamental, en este caso, es el uso de cebadores con disefio de tallo y asa que
se unen al extremo 3°del miRNA durante la reaccién de RT lo que incrementa la
especificidad y la capacidad de discriminar entre secuencias de miRNA maduros
muy similares. En segundo lugar, la estructura de doble cadena de la porcién de
tallo previene que los cebadores formen un apareamiento con precursores de
miRNA. Finalmente, la base que proporciona la porcion de asa aumenta la
estabilidad del heteroduplex de miRNA y DNA, lo que mejora la eficiencia de la

reaccion de RT.

La reaccion de RT se realiz6 a partir de 75 ng de RNA total aislado. Se utilizaron
0.8 uL de los cebadores RT primers Megaplex™ (10x), 0.2 uL de dNTPs con dTTP
(100mM), 1.5 yL de la Transcriptasa reversa Multiscribe (50 U/uL), 0.8 pL de
solucion amortiguadora para RT (10x), 0.8 pL de MgCl, (25mM), 0.1 pL de
Inhibidor de RNAsa (20U/ pL) y 0.2 pyL de H20 libre de nucleasas, todos ellos
reactivos del estuche comercial mencionado. La reaccion, en un volumen final de
7.5, se incubd en el equipo termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems Llc, Foster City, CA USA) bajo las siguientes condiciones: 16 °C por 2
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min (alineamiento de los cebadores); seguido de 40 ciclos a 42 °C por 1 min y
50°C por 1 seg (transcripcion reversa); e inactivacion de la reaccidén a 85°C por 5

min.

6.2.3. Pre-amplificacion de microRNA.

En la reaccidén de pre-amplificacidon, el cDNA producto de la reaccion de RT es
empleado como molde para la generacion de una segunda hebra de cDNA
mediante la accion de una DNA polimerasa y de esta manera mejorar la capacidad
de detectar cantidades pequefias de miRNA durante la cuantificacion por PCR en
tiempo real. Para la reaccién se empleé el estuche comercial TagMan® PreAmp
Master Mix Kit (Applied Biosystems Llc, Foster City, CA USA) En un tubo de
microcentrifuga se mezclaron 12.50 yL del concentrado Mastermix TagMan (2x),
2.50 pL de cebadores Megaplex™ PreAmp Primers (10x), 2.50 pL del producto de
la RT y 7.50 uL de H0 libre de nucleasas; para obtener un volumen final de 25 L.
La reaccidn se preparo por triplicado y se incubd en el mismo equipo empleado
para la reaccion de RT, bajo las siguientes condiciones de termociclado: 95°C por
10 min, 55 °C por 2 min y 72 °C por 2 min (activacion de la enzima DNA
polimerasa), seguidos por 12 ciclos de 95 °C por 15 min (desnaturalizacion) y 60
°C por 4 min (alineamiento y extension), finalizando con 99.9 °C por 1 seg para

inactivar la reaccion.

6.2.4. Cuantificacion relativa de microRNA por PCR en tiempo real.

El principio del ensayo comercial empleado para la deteccion y cuantificacion de
miRNA por PCR en tiempo real (TagMan™ MicroRNA Assays, Applied Biosystems
Llc, Foster City, CA USA), se basa en el sistema TagMan™, en el que se emplean
sondas que incorporan en su extremo 5" un fluoréforo reportero y en el extremo
3’, un adaptador que favorece la especificidad de la unién con el templado.

El ensayo de cuantificacion de microRNA por PCR en tiempo real se llevé a cabo
utilizando la plataforma de arreglos de baja densidad TagMan® Human MicroRNA
Cards v2.0 (Applied Biosystems Llc, Foster City, CA USA). La plataforma contiene
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sondas con disefio TagMan™ para la identificaciéon de 667 miRNA especificos de
humano, previamente validadas en cuanto a la falta de reactividad cruzada entre
diferentes miRNA. También incluye sondas para la deteccion de tres RNA
nucleares pequefios (MammU6, RNU44 y RNU48), utilizados como controles
enddgenos positivos para la cuantificacion y comparacion de los resultados entre
diferentes muestras; mas 5 sondas para miRNA de planta y ratén, utilizados como
controles negativos (ath-miR159a, mmu-miR-672, mmu-miR-674, mmu-miR-871 y
mmu-miR-872)  (figura 6). La reaccion se preparo utilizando 450 pyL de
concentrado de la mezcla maestra universal de PCR TagMan™, 9 uL del producto
de la pre-amplificacion y 441 pyL de H.0 libre de nucleasas, para obtener un
volumen final de 900 pL.

Par cada ensayo, la mezcla de reaccion se coloco en una placa de arreglos. Se
centrifugd a 331g durante un minuto. La amplificacion por PCR y deteccion en
tiempo real se realiz6 en el equipo ABI 7900HT Real Time PCR System (Applied
Biosystems Llc, Foster City, CA USA) bajo las siguientes condiciones de
termociclado: 50°C por 2 min y 95°C por 15 seg (activacion), seguidos por 40
ciclos de 95 °C por 1 min (desnaturalizacion) y 60 °C por 2 min (alineamiento y
extension). Las lecturas realizadas por el equipo son corregidas con respecto a
una linea base de la sefial (p. ej. eliminacion del ruido de fondo) y transformadas a
valores de Ct. Para identificar miRNA con diferencia de expresion, se realizé una
cuantificacion relativa de microRNA mediante analisis comparativo de los valores
de Cr entre las muestras con HPB y CaP ¢ método 222! (Apendice A), utilizando
el software Data assist DataAssist™ (Applied Biosystems Llc, Foster City, CA
USA) y el codigo Bioconductor del entorno de programacion R. Dicho método
permite normalizar la fluorescencia detectada durante el proceso de amplificacion,
respecto a un control enddégeno y reportar la cantidad de miRNA en la muestra
problema con respecto a un estandar; en este caso, CaP e HPB, respectivamente.
Para determinar cambios estadisticamente significativos se aplicd una prueba t de
student.
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PASO 1: Retrotrasncripcion
y preamplificacion.

:

PASO 2: PCR en tiempo
Real; deteccion del nivel de
amplificacion de 384 miRNA

Reservorios para
carga de muestra — %/l Jells)la)ls )zt

Pozo con sonda

< especifica de 1
miRNA

Figura 6. Esquema del arreglo TLDA para analisis de miRNA en tiempo real. El
arreglo contiene 384 pozos con sondas fluorescentes especificas para medir
simultaneamente el nivel de expresiéon de 373 miRNA, los RNA nucleolares:
MammU6, RNU44 y RNU48 (controles enddgenos positivos) y para los miRNA:
ath-miR159a, mmu-miR-672, mmu-miR-674, mmu-miR-871 y mmu-miR-872

(controles negativos).

7. RESULTADOS.

7.1. Extraccion de RNA v seleccidn de muestras para cuantificacion de microRNA.

Inicialmente se realiz6 el asilamiento de RNA a partir de 30 muestras de orina de
pacientes con diagnostico de CaP y 30 con diagnéstico de HPB. La concentracion de
RNA recuperado resultd ser muy variable. Del total de muestras estudiadas, se
seleccionaron s6lo aquellas con una concentracion superior a 50 ng/uL, para un total
de 9 muestras del grupo de CaP y 9 del grupo de HPB. La cantidad del RNA aislado
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se evaludé por medicion de la absorbancia a 260 nm y 280 nm. La relacion
260nm/280nm en las muestras seleccionadas fue inferior a 1.5 y superior a 0.7. Para
la reaccion de RT, la cantidad de RNA empleada se ajusté a 75 ng. Con el objetivo
de incrementar el numero de copias de cada miRNA y mejorar su deteccion durante
la reaccion de PCR en tiempo real, se efectué por triplicado la reaccion de pre-
amplificacion selectiva para miRNA. Es comprensible que la concentracion de acidos
nucléicos en un fluido como la orina sea menor que la que se tiene en tejidos, por lo

cual la pre-amplificacién fué especialmente util en nuestro caso.

7.2. Cuantificacion relativa y expresion diferencial de microRNA en cancer de

prostata e hiperplasia prostatica benigna.

Se realizo la cuantificacion de 373 miRNA por PCR en tiempo real. Para obtener los
datos de Ct de cada miRNA detectado en el ensayo, se empled el sofftware RQ
manager 2.1 del mismo fabricante del arreglo. A fin de lograr un analisis confiable,
se considerd la presencia en orina, s6lo de aquellos miRNA con un valor de Ct
menor a 35. De los 373 miRNA que se analizaron, 50 mostraron expresion en las 18
réplicas (100%) que se realizaron. Adicionalmente, se observo que 178 miRNA no
mostraron expresion detectable en ninguna replica. El analisis de cuantificacion
relativa se realiz6 con empleo del método comparativo Ct & 24t (Livak and
Schmittgen, 2001) como se describe en el apéndice A. El primer paso consiste en la
normalizacion de la expresion de miRNA, para lo cual se seleccionan los controles
enddgenos mas adecuados como referencias, con base en la estabilidad de su nivel
de expresion. El algoritmo empleado para la seleccion de un control éptimo calcula
la diferencia de valores de Ct (ACt) de cada control candidato con respecto a otros
controles y determina la desviacion estandar de todos los valores de ACt para ese
control especifico. ElI promedio de los resultados de desviacion estandar para un
control determinado es empleado como una medida de la estabilidad de ese mismo
control; cuanto mas pequefio es dicho valor, mayor es la estabilidad. Los RNA
nucleares de tamafo pequefio RNU48 y MammUG6, cuya expresion es constitutiva en
mamiferos, fueron los mas estables; con valores de estabilidad de 2.8671 y 2.4547,

respectivamente (Figura 7). Para el calculo de la normalizacion, se utiliz6 la media
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aritmética de los controles enddgenos seleccionados para disminuir la contribucion
de los valores extremos al error del método de cuantificacion. Es importante notar
que la utilidad de la normalizacion radica en el hecho de que a pesar del cuidado que
se tuvo en cargar la misma cantidad tedrica de RNA en todas las replicas, es
inevitable un cierto margen de variacion en cuanto a la cantidad empleada
realmente. La seleccion de controles enddgenos, también permite reducir el error

debido a dicha diferencia en la cantidad de RNA empleada al inicio del proceso.

DataAssist™ Software v1.0 - Control Plot (Study: CaP vs HPB)
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Figura 7. Expresion de los controles endogenos RNU48 y MammUG6, empleados
como normalizadores para el analisis comparativo de Ct de miRNA. En el eje de
las ordenadas se grafica el valor de Ct y en el eje de abscisas, las muestras
estudiadas.
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Finalmente, para determinar la diferencia de expresion de miRNA entre CaP y
HPB se realiz6 una comparacion entre los perfiles de expresion de ambas
condiciones. Se consideraron los miRNA con un cambio en el nivel de expresion
mayor a 2 en las muestra de CaP con respecto a las de HPB (esto es, que la
expresion como minimo se duplica 6 se reduce a la mitad) y un valor de P<0.05,
calculado mediante una prueba de t (t-student). Con base en los criterios
mencionados determinamos un conjunto de 21 mIRNA que presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. El cambio en el
nivel de expresion y los valores de P para los 21 miRNA con diferencias
significativas de expresion se muestran en la tabla 2 y se representan
graficamente en la figura 8. De este grupo de miRNA, 19 se encuentran sobre-
expresados, mientras que unicamente dos muestran una disminucion de su

expresion en CaP.

Para verificar que el conjunto de miRNA con diferencias significativas de expresion
efectivamente permite distinguir entre los grupos de muestras de CaP y HPB, se
realiz6 un agrupamiento jerarquico no supervisado de los bloques de muestras. El
agrupamiento no supervisado permite organizar los bloques de muestras de
acuerdo a la similitud o diferencia del perfil de expresion de miRNA, colocando los
bloques con perfiles semejantes juntos. La relacion entre grupos y miRNA se
esquematiza graficamente como un dendograma en el cual la distancia o longitud
entre las ramas esta determinada por el nivel de correlacién entre los resultados
de la expresion de un conjunto de miRNA. EI perfil de 21 miRNA seleccionados
permite realizar una separacion adecuada entre las 3 muestras del grupo de CaP
y las 3 del grupo de HPB (Figura 9). Debido al tamafio de la muestra, solo se
establece una correlacion entre el perfil de expresion de miRNA y la condicion
patolégica de cada grupo, sin pretender estratificar las muestras de CaP de
acuerdo al grado de tumor o su prondstico.
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Tabla 2. MiRNA con diferencia significativa de expresion en CaP y su localizacion
cromosomica. El cambio en el nivel de expresion se determind empleando el

método comparativo Ct (método 224

. Una diferencia significativa en la expresion
de miRNA se determin6 cuando esta fue al menos dos veces mayor o menor en
CaP ( Fch= 2) con respecto a HPB, con un valor estadistico de p P<0.05. *Los
controles enddgenos por separado se mantiene relativamente estables y sin

cambio significativo en sus niveles de expresion entre ambos grupos.

miRNA Cambio e(r|1: Le;] )expresmn Valor-P
MammU6* 1.1 0.6
RNU48* 0.9 0.6
miR-196b 64.0 <0.001
miR-574-3p 2.5 <0.001
let-7g 38.0 0.002
miR-200b 8.0 0.003
miR-149 157.0 0.006
let-7c 8.0 0.007
miR-20b 21.0 0.008
miR-17 9.8 0.008
miR-184 13.0 0.008
let-7b 14.9 0.01
miR-20a 10.6 0.01
miR-106a 29.9 0.02
miR-671-3p 14.9 0.02
let-7d 16.0 0.02
miR-148a 29.9 0.03
miR-429 6.5 0.03
let-7e 22.6 0.03
miR-31 9.8 0.03
miR-100 7.5 0.04
miR-150 -7.5 <0.01
miR-328 -4.6 0.03
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Figura 8. Grafica de cuantificacion relativa de 21 microRNA con diferencias

significativas de expresion en el grupo de CaP con referencia al grupo de HPB. En

el eje de las ordenadas se grafica el Log10 del cambio en el nivel de expresion.
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hsa-miR-429-4373203
hsa-miR-148a-4373130
hsa-miR-196b-4395326
hsa-miR-20b-4373263
hsa-miR-100-4373160
hsa-miR-184-4373113
hsa-miR-671-3p-4395433
hsa-let-7g-4395393
hsa-let-7d-4395394
hsa-miR-20a-4373286
hsa-let-7e-4395517
hsa-miR-106a-4395280
hsa-miR-17-4395419
hsa-miR-31-4395390
hsa-let-7c-4373167
hsa-miR-200b-4395362
hsa-miR-574-3p-4395460
hsa-let-7b-4395446
hsa-miR-149-4395366
— hsa-miR-150-4373127
hsa-miR-328-4373049

Figura 9. Mapa de calor mostrando el agrupamiento jerarquico no supervisado

CaP2A

CaP3
CaP1A
BPH3A
BPH1A
BPH2A

basado en el grupo de microRNA que muestran diferencias significativas de
expresion entre el grupo de CaP y el de HPB. El nivel de expresion se representa
por un cédigo de color. Sub-expresion (verde), sobre-expresion (rojo), sin cambio
(negro).

8. ANALISIS DE RESULTADOS.

Reportes previos de diversos grupos han mostrado que es factible utilizar mRNA
aislado de orina como marcadores de cancer de préstata. Particularmente, la
determinacién del mRNA no codificante PCA3 ha mostrado una sensibilidad y una
especificidad de 0.69 y 0.86, respectivamente (Groskopf et al., 2006) . El poder
para discriminar entre CaP y otro tipo de neoplasias no malignas como la HPB se

incrementa considerablemente con el uso combinado de diferentes marcadores
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(Laxman et al., 2008). Las firmas de expresion de miRNA tienen una utilidad
potencial en el diagndstico, prondstico y prediccion de la respuesta terapéutica en
diversos tipos de enfermedades humanas, incluyendo afecciones cardiacas
(Latronico et al., 2007), infecciones virales (Houzet et al., 2008), enfermedades
inflamatorias (Bi et al., 2009) y cancer (Croce, 2009). En su mayoria, los estudios
que asocian a los miRNA con cancer han empleado muestras de piezas
quirurgicas, de biopsias, lineas celulares de CaP (Ambs et al., 2008; Lu et al.,
2005; Porkka et al., 2007; Tong and Nemunaitis, 2008; Volinia et al., 2006); o han
utilizado miRNA extraido de tejidos fijados con formalina y embebidos en parafina
(Liu et al., 2009). Por otra parte, existen varios trabajos que describen miRNA que
son especificos para diferentes tipos de cancer y la relacién entre la expresion de
miRNA con el estadio del cancer (Calin and Croce, 2006; Croce, 2009; Garzon et
al., 2006). Estos estudios han demostrado la utilidad de los miRNA en el
diagnostico y pronostico de diferentes tipos de cancer; asi como, en la
diferenciacién entre neoplasias benignas y las de tipo maligno. Se han logrado
avances en el desarrollo de métodos para el estudio de miRNA presentes en
tejidos de 6rganos y en células. Sin embargo, aun se desconoce mucho acerca de
su presencia en fluidos; hecho que ha limitado su posible uso diagnéstico.
Recientemente, se report6 un estudio en donde se muestra la elevacidon
significativa de miRNA en mujeres embarazadas con respecto a las no-
embarazadas (Gilad et al., 2008). En otro estudio se demostro la presencia de
miRNA de origen placentario en plasma de la madre (Chim et al.,, 2008). En
adicion a estos estudios, se ha demostrado que fluidos como la sangre (Mitchell
et al., 2008), la saliva (Park et al., 2009) e incluso la orina (Hanke et al., 2009)
contienen miRNA en cantidad detectable y que dichas moléculas se encuentran en
una forma relativamente estable y protegidas de la degradacion. En particular el
estudio de Mitchell y colaboradores (2008), determiné6 que miR-141 podia
diferenciar a individuos con CaP de individuos sanos. En otro trabajo de Taylor y
Gercel-Taylor (2008), se realizé la extraccion de miRNA a partir de exosomas
aislados de muestras séricas de pacientes con cancer de ovario. La estrategia

empleada permitio identificar ocho miRNA que se encuentran sobre-expresados
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en cancer. El trabajo de Hanke (2009), es el unico a la fecha que ha reportado la
extraccion y cuantificacion de miRNA en muestras de orina de pacientes con
cancer de vejiga. A pesar de todos estos resultados, no existe un ensayo de la
evaluacion del perfil de expresion de miRNA en orina de pacientes con CaP.

Con base en la evidencia anterior, en este trabajo se realizd la extraccion,
identificacion y cuantificacion de miRNA en muestras de orina de pacientes con
CaP e HPB. De manera general, el rendimiento de la extraccion muestra una gran
variabilidad entre las muestras analizadas. La variabilidad en la cantidad de RNA
recuperado puede ser explicada por la diferencia interindividual en la cantidad de
células prostaticas que se descaman y vierten a la orina. Con la finalidad de
disminuir el efecto de dicha diferencia, se decidié formar bloques de muestras para
el analisis de expresion de miRNA. Para determinar si existe un conjunto de
miRNA potencialmente utiles como marcadores especificos de CaP, se realizé una
comparacion del perfil de expresion de miRNA entre ambos grupos. De manera
general, se determind que 50 miRNA se expresan en cantidad detectable en
todas las muestras. Se logré determinar un grupo de 21 miRNA que muestran
diferencias significativas entre los grupos del estudio. De este conjunto,
identificamos sobre-expresion de 19 miRNA (miR-196b, -574-3p, let-7b, -7c, -7d,
7e,-79, miR -200b, -149, -20b, -17, -184, -20a, -106a, -671-3p, -148a, -429, -31, -
100); y soOlo dos mostraron estar sub-expresados (miR -150, -328). El
agrupamiento jerarquico que se representa en el mapa de calor de la figura 7
muestra que este perfil de miRNA de orina permiten separar a las muestras del
grupo de CaP de las del grupo de HPB. Nuestros resultados muestran tanto
similitudes como diferencias con estudios previos de perfiles de miRNA para CaP
realizados a partir de tejidos. Particularmente; miR-184, miR-106a, miR-20a y let-
7d también fueron reportados por Volinia et al. (2006) como sobre expresados en
CaP con respecto al tejido normal prostatico. El estudio de Porkka et al. (2008)
también revela que miR-184 se encuentra sobre-expresado. Por el contrario, en el
mismo trabajo se reporta a let-7b, -7c, -7d y -7g como sub-expresados, lo cual

difiere con nuestros datos. El estudio mas cercano de perfiles de expresion de
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mMiRNA en fluidos para CaP es el desarrollado por Mitchell et al. (2008). Ellos
encontraron una regulacion a la alta de un grupo de 5 miRNA en circulacion.
Resulta interesante destacar el caso de miR-100, cuya expresion se encuentra
significativamente elevada, al igual que en nuestro perfil. Sin embargo, en los
estudios de expresion de miRNA realizados en tejidos, este mismo miRNA es
reportado en varias ocasiones como sub-expresado. Un aspecto interesante a
destacar de todos estos estudios, es el hecho de que los patrones de expresiéon de
miRNA en circulacién y en fluidos como la orina, parecen ser considerablemente
distintos de los observados en muestras de tejido y lineas celulares. En nuestro
estudio encontramos mayoritariamente una expresion incrementada de varios
miRNA en muestras de CaP. En concordancia con nuestros resultados, el estudio
de Mitchell et al (2008) y el realizado por Park et al (2009) en saliva también
muestran una sobre-expresion de miRNA. Esta discrepancia entre los patrones de
expresion de miRNA en tejido y en fluidos puede deberse a diversos factores. De
manera directa podemos inferir que las diferentes técnicas experimentales vy
meétodos de analisis contribuyen a las diferencias observadas entre los diferentes
perfiles. Otra posibilidad es que la presencia miRNA en circulacion y en fluidos sea
producto de procesos como la lisis de las células tumorales. Mas aun,
recientemente se ha demostrado que los miRNA son transportados activamente
en vesiculas de tamafo nanométrico denominadas exosomas y que son
secretados en mayor medida por las células de cancer. Por lo anterior, es posible
que los exosomas sean una fuente importante de miRNA en fluidos (Taylor and
Gercel-Taylor, 2008). Es evidente que la falta de concordancia entre los diferentes
perfiles de expresion y el hecho de que la informacion sobre el uso de miRNA
como biomarcadores esté asociada principalmente con estudios en muestras de
tejidos solidos y lineas celulares; plantea una limitacion para la utilizacion de
miRNA obtenidos de fluidos en el diagnostico y prondstico para diversas
patologias como el cancer. Lo anterior plantea la necesidad de definir una firma
molecular que sea representativa del estado de las células de cancer, en un
contexto bioloégico determinado. En afos recientes, el descubrimiento de la

regulacion genética dependiente de miRNA en eucariontes ha motivado el
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planteamiento de nuevas estrategias de investigacion que permitan elucidar los
rasgos importantes de sus funciones bioldgicas, tanto en el desarrollo celular
normal como en el que da lugar a patologias en humanos. Dia con dia se
incrementa el numero de miRNA descubiertos en diferentes tipos de células, y con
ello, la evidencia acerca de su papel regulatorio. Las estimaciones actuales
predicen que cerca del 30% de los genes humanos se encuentran regulados por
algun miRNA (Rajewsky, 2006) y que cada miRNA tiene aproximadamente 200
transcritos blanco, en vertebrados. Mas aun, diferentes combinaciones de miRNA
pueden estar expresadas en distintos tipos de células y pueden regular de manera
coordinada genes que son especificos de un tipo celular y un tejido en especial
(Brennecke et al., 2005; Krek et al., 2005). En el perfil de expresién diferencial de
este trabajo se encontr6 a miR106b, que esta sobre-expresado en diferentes tipos
de neoplasias malignas. Este miRNA ha sido asociado a diferentes genes que
regulan el ciclo celular. Entre sus transcritos blanco posibles, destaca el inhibidor
de cinasa dependiente de ciclina p27/CDKN1A. Reprimiendo la expresion de p21,
miR-106b contribuye a la proliferacion celular en cancer (lvanovska et al., 2008).
Otro ejemplo es miR-196b, que en células progenitoras de médula 6sea conduce a
un incremento de la capacidad de proliferacion, supervivencia y pérdida de
diferenciacion celular; contribuyendo, de esta manera, al desarrollo de leucemia
(Coskun et al., 2010). Otro miRNA interesante del perfil que se gener6 en este
trabajo es miR-150. Es ampliamente reconocido su papel en la diferenciacién de
linfocitos. En este contexto, un blanco interesante de miR-150 es el factor de
transcripcion c-Myb (Lin et al., 2008). Sin embargo, también se ha identificado a
miR-150 como un promotor de cancer gastrico, al reprimir la expresion del factor
pro-apoptotico EGR2 (Wu et al., 2010). Resulta l6gico pensar que miR-150 es un
oncogen en tejido gastrico; no obstante, en este trabajo encontramos que se
encuentra sub-expresado en CaP. De manera semejante, los miRNA de la familia
let-7 han sido ampliamente reportados como reguladores de oncogenes que
participan en vias como las de RAS y HMGAZ2 (Johnson et al., 2007; Johnson et
al., 2005) . Por otra parte, miR-200b y miR-429, ambos miembros de la familia de

miRNA que incluye ademas a, miR-200a y miR-200c; han sido identificados como
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reguladores de los genes ZEB1 y ZEB2, que actuan como represores de la
transcripcion de caderina-E, promoviendo asi, la capacidad de migracion e
invasividad durante la progresion del CaP (Gregory et al., 2008). A pesar de la
informacion existente respecto al papel bioldgico y los blancos moleculares de los
miRNA que hemos encontrado diferencialmente expresados, quiza o mas
significativo sea el estudio de aquellos miRNA cuya funcién y papel en la
patogénesis del CaP no se conoce todavia. Por otra parte, es importante
considerar que la regulacion de la expresion génica mediada por miRNA esta
determinada no unicamente por el nivel de expresion de dichas moléculas, sino
por un numero de factores que conducen a su acciéon molecular. Tal es el caso de
la alteracion en la expresion de la proteina AGO2, cuya cantidad determina el nivel
de degradacion de los transcritos blanco (Brennecke et al., 2005; Krek et al., 2005;
Liu et al., 2004). Finalmente, los datos de este estudio deben ser confirmados
mediante la validacion individual de la expresion de los miRNA significativamente
alterados; utilizando un conjunto de muestras adicionales, bien documentadas en

cuanto a sus rasgos clinico-patologicos.

9. CONCLUSIONES.

En este trabajo se demostro la posibilidad de realizar el asilamiento y purificacidon
de miRNA a partir de muestras de orina. Mediante un analisis de cuantificacion
relativa se determiné un grupo de 21 miRNA que mostraron diferencia de
expresion significativa en el grupo de muestras de CaP con respecto al de HPB.
Este perfil diferencial de miRNA permitio realizar la separacion de los dos grupos
de estudio. En suma, los resultados de este trabajo indican que la deteccion y
cuantificacion de miRNA en orina es util en la identificacidn de nuevos marcadores
moleculares para CaP. El reto a continuacion es validar ese conjunto de miRNA
marcadores con la finalidad de establecer, de manera oportuna, grupos de
prondstico que permitan orientar las decisiones terapéuticas en el tratamiento de
los pacientes con enfermedad prostatica y realizar una prediccion adecuada de su

evolucion.
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10. PERSPECTIVAS.

Entre las perspectivas a futuro de este proyecto se contempla ampliar el
estudio de perfiles de expresion de miRNA en orina, utilizando un conjunto de
muestras de pacientes con diagnostico de CaP andrégeno dependiente y de
pacientes con diagnostico de CaP androgeno independiente.

Identificar un conjunto de mMIRNA candidatos como marcadores de CaP
androgeno dependiente y CaP andrégeno independiente; y validar su
expresion en muestras de tejido embebidas en parafina y fijadas en formalina.

Estudiar el papel funcional de los miRNA candidatos como posibles
biomarcadores, sobre la transicion de las células de CaP hacia la
independencia de androgenos.

Establecer la utilidad de una firma molecular en orina, basada en los miRNA
validados y caracterizados funcionalmente y verificar su utilidad como
biomarcadores de CaP androgeno dependiente y CaP andrégeno

independiente en un conjunto de muestras clinicas alternativo.

11. BIBLIOGRAFIA.

1. Ambs,S., Prueitt,R.L., YiM., Hudson,R.S., Howe, T.M., Petrocca,F.,
Wallace,T.A., Liu,C.G., Volinia,S., Calin,G.A., Yfantis,H.G., Stephens,R.M.,
and Croce,C.M. (2008). Genomic profiling of microRNA and messenger
RNA reveals deregulated microRNA expression in prostate cancer. Cancer
Res. 68, 6162-6170.

2. Asangani,l.A., Rasheed,S.A., Nikolova,D.A., Leupold,J.H., Colburn,N.H.,
Post,S., and Allgayer,H. (2008). MicroRNA-21 (miR-21) post-
transcriptionally downregulates tumor suppressor Pdcd4 and stimulates
invasion, intravasation and metastasis in colorectal cancer. Oncogene 27,
2128-2136.

37



10.

11.

Bi,Y., Liu,G., and Yang,R. (2009). MicroRNAs: novel regulators during the
immune response. J. Cell Physiol 218, 467-472.

Brennecke,J., Hipfner,D.R., Stark,A., Russell,R.B., and Cohen,S.M. (2003).
bantam encodes a developmentally regulated microRNA that controls cell
proliferation and regulates the proapoptotic gene hid in Drosophila. Cell 773,
25-36.

Brennecke,J., Stark,A., Russell,R.B., and Cohen,S.M. (2005). Principles of
microRNA-target recognition. PLoS. Biol. 3, e85.

Bushati,N. and Cohen,S.M. (2007). microRNA functions. Annu. Rev. Cell
Dev. Biol. 23, 175-205.

Bussemakers,M.J., van,B.A., Verhaegh,G.W., Smit,F.P., Karthaus,H.F.,
Schalken,J.A., Debruyne,F.M., Ru,N., and Isaacs,W.B. (1999). DD3: a new
prostate-specific gene, highly overexpressed in prostate cancer. Cancer
Res. 59, 5975-5979.

Cai,X., Hagedorn,C.H., and Cullen,B.R. (2004). Human microRNAs are
processed from capped, polyadenylated transcripts that can also function as
MmRNAs. RNA. 10, 1957-1966.

Calin,G.A. and Croce,C.M. (2006). MicroRNA signatures in human cancers.
Nat. Rev. Cancer 6, 857-866.

Calin,G.A., Dumitru,C.D., Shimizu,M., Bichi,R., Zupo,S., Noch,E., Aldler,H.,
Rattan,S., Keating,M., Rai,K., Rassenti,L., Kipps,T., Negrini,M., Bullrich,F.,
and Croce,C.M. (2002). Frequent deletions and down-regulation of micro-
RNA genes miR15 and miR16 at 13914 in chronic lymphocytic leukemia.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 99, 156524-15529.

Calin,G.A., Ferracin,M., Cimmino,A., Di,L.G., Shimizu,M., Wojcik,S.E.,
lorio,M.V., Visone,R., Sever,N.l., Fabbri,M., luliano,R., Palumbo,T.,
Pichiorri,F., Roldo,C., Garzon,R., Sevignani,C., RassentiL., Alder,H.,

38



12.

13.

14.

15.

16.

17.

Volinia,S., Liu,C.G., Kipps,T.J., Negrini,M., and Croce,C.M. (2005). A
MicroRNA signature associated with prognosis and progression in chronic
lymphocytic leukemia. N. Engl. J. Med. 353, 1793-1801.

Calin,G.A., Liu,C.G., Sevignani,C., Ferracin,M., FelliN., Dumitru,C.D.,
Shimizu,M., Cimmino,A., Zupo,S., Dono,M., Dell'Aquila,M.L., Alder,H.,
Rassenti,L., Kipps,T.J., Bullrich,F., Negrini,M., and Croce,C.M. (2004).
MicroRNA profiling reveals distinct signatures in B cell chronic lymphocytic
leukemias. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 101, 11755-11760.

Chim,S.S., Shing,T.K., Hung,E.C., Leung,T.Y., Lau,T.K., Chiu,R.W., and
Lo,Y.M. (2008). Detection and characterization of placental microRNAs in
maternal plasma. Clin. Chem. 54, 482-490.

Cimmino,A., Calin,G.A., Fabbri,M., lorio,M.V., Ferracin,M., Shimizu,M.,
Wojcik,S.E., Ageilan,R.I., Zupo,S., Dono,M., Rassenti,L., Alder,H.,
Volinia,S., Liu,C.G., Kipps,T.J., Negrini,M., and Croce,C.M. (2005). miR-15
and miR-16 induce apoptosis by targeting BCL2. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A 102, 13944-13949.

Coskun,E., von der Heide,E.K., Schlee,C., Kuhnl,A., Gokbuget,N.,
Hoelzer,D., Hofmann,W.K., Thiel,E., and Baldus,C.D. (2010). The role of
microRNA-196a and microRNA-196b as ERG regulators in acute myeloid
leukemia and acute T-lymphoblastic leukemia. Leuk. Res.

Croce,C.M. (2009). Causes and consequences of microRNA dysregulation
in cancer. Nat. Rev. Genet. 710, 704-714.

De Marzo,A.M., Meeker,A.K., Zha,S., Luo,J., Nakayama,M., Platz,E.A.,
Isaacs,W.B., and Nelson,W.G. (2003). Human prostate cancer precursors
and pathobiology. Urology 62, 55-62.

39



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

De Marzo,AM., Platz,E.A., Sutcliffe,S., Xu,J., Gronberg,H., Drake,C.G.,
Nakai,Y., Isaacs,W.B., and Nelson,W.G. (2007). Inflammation in prostate
carcinogenesis. Nat. Rev. Cancer 7, 256-269.

DeMarzo,A.M., Nelson,W.G., Isaacs,W.B., and Epstein,J.I. (2003).
Pathological and molecular aspects of prostate cancer. Lancet 367, 955-
964.

Fabian,M.R., Sonenberg,N., and Filipowicz,W. (2010). Regulation of mMRNA
translation and stability by microRNAs. Annu. Rev. Biochem. 79, 351-379.

Filipowicz,W., Bhattacharyya,S.N., and Sonenberg,N. (2008). Mechanisms
of post-transcriptional regulation by microRNAs: are the answers in sight?
Nat. Rev. Genet. 9, 102-114.

Garcia,M., Jemal A, Ward,E.M., Center,M.M., Hao,Y., Siegel,R.L., and
Thun,M.J. (2007). Global Cancer Facts & Figures 2007. American Cancer
Society.

Garzon,R., Pichiorri,F., Palumbo,T., luliano,R., Cimmino,A., Ageilan,R.,
Volinia,S., Bhatt,D., Alder,H., Marcucci,G., Calin,G.A., Liu,C.G,,
Bloomfield,C.D., Andreeff,M., and Croce,C.M. (2006). MicroRNA fingerprints
during human megakaryocytopoiesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 103,
5078-5083.

Gilad,S., Meiri,E., Yogev,Y., Benjamin,S., Lebanony,D., Yerushalmi,N.,
Benjamin,H., Kushnir,M., Cholakh,H., Melamed,N., Bentwich,Z., Hod,M.,
Goren,Y., and Chajut,A. (2008). Serum microRNAs are promising novel
biomarkers. PL0S. One. 3, e3148.

Gregory,P.A., Bert,A.G., Paterson,E.L., Barry,S.C., Tsykin,A., Farshid,G.,
Vadas,M.A., Khew-Goodall,Y., and Goodall,G.J. (2008). The miR-200 family
and miR-205 regulate epithelial to mesenchymal transition by targeting
ZEB1 and SIP1. Nat. Cell Biol. 70, 593-601.

40



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Groskopf,J., Aubin,S.M., Deras,|.L., Blase,A.,, Bodrug,S., Clark,C.,
Brentano,S., Mathis,J., Pham,J., Meyer,T., Cass,M., Hodge,P.,
Macairan,M.L., Marks,L.S., and Rittenhouse,H. (2006). APTIMA PCAS3
molecular urine test: development of a method to aid in the diagnosis of
prostate cancer. Clin. Chem. 52, 1089-1095.

Hanke,M., Hoefig,K., Merz,H., Feller, A.C., Kausch,l., Jocham,D.,
Warnecke,J.M., and Sczakiel,G. (2009). A robust methodology to study
urine microRNA as tumor marker: microRNA-126 and microRNA-182 are
related to urinary bladder cancer. Urol. Oncol.

Hayashita,Y., Osada,H., Tatematsu,Y., Yamada,H., Yanagisawa,K.,
Tomida,S., Yatabe,Y., Kawahara,K., Sekido,Y., and Takahashi,T. (2005). A
polycistronic microRNA cluster, miR-17-92, is overexpressed in human lung

cancers and enhances cell proliferation. Cancer Res. 65, 9628-9632.

Houzet,L., Yeung,M.L., de,L., V, Desai,D., Smith,S.M., and Jeang,K.T.
(2008). MicroRNA profile changes in human immunodeficiency virus type 1
(HIV-1) seropositive individuals. Retrovirology. 5, 118.

INEGI. Estadisticas a Proposito del dia mundial contra el cancer 2009.

Ivanovska,l., Ball,A.S., Diaz,R.L., Magnus,J.F., Kibukawa,M., Schelter,J.M.,
Kobayashi,S.V., Lim,L., Burchard,J., Jackson,A.L., Linsley,P.S., and
Cleary,M.A. (2008). MicroRNAs in the miR-106b family regulate
p21/CDKN1A and promote cell cycle progression. Mol. Cell Biol. 28, 2167-
2174.

Johnson,C.D., Esquela-Kerscher,A., Stefani,G., Byrom,M., Kelnar,K.,
Ovcharenko,D., Wilson,M., Wang,X., Shelton,J., Shingara,J., Chin,L.,
Brown,D., and Slack,F.J. (2007). The let-7 microRNA represses cell

proliferation pathways in human cells. Cancer Res. 67, 7713-7722.

41



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Johnson,S.M., Grosshans,H., Shingara,J., Byrom,M., Jarvis,R., Cheng,A.,
Labourier,E., Reinert,K.L., Brown,D., and Slack,F.J. (2005). RAS is
regulated by the let-7 microRNA family. Cell 720, 635-647.

Joshua,A.M., Evans,A., Van der Kwast,T., Zielenska,M., Meeker,A.K.,
Chinnaiyan,A., and Squire,J.A. (2008). Prostatic preneoplasia and beyond.
Biochim. Biophys. Acta 7785, 156-181.

Kim,V.N. (2005). MicroRNA biogenesis: coordinated cropping and dicing.
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 6, 376-385.

Krek,A., Grun,D., PoyM.N., Wolf,R., Rosenberg,L., Epstein,E.J.,
Macmenamin,P., da,P., |, Gunsalus,K.C., Stoffel,M., and Rajewsky,N.
(2005). Combinatorial microRNA target predictions. Nat. Genet. 37, 495-
500.

Lagos-Quintana,M., Rauhut,R., Lendeckel,lW., and Tuschl, T. (2001).
Identification of novel genes coding for small expressed RNAs. Science 294,
853-858.

Latronico,M.V., Catalucci,D., and Condorelli,G. (2007). Emerging role of
microRNAs in cardiovascular biology. Circ. Res. 101, 1225-1236.

Laxman,B., Morris,D.S., Yu,J., Siddiqui,J., Cao,J., Mehra,R., Lonigro,R.J.,
Tsodikov,A., Wei,J.T., Tomlins,S.A., and Chinnaiyan,A.M. (2008). A first-
generation multiplex biomarker analysis of urine for the early detection of
prostate cancer. Cancer Res. 68, 645-649.

Lee,R.C., Feinbaum,R.L., and Ambros,V. (1993). The C. elegans
heterochronic gene Ilin-4 encodes small RNAs with antisense
complementarity to lin-14. Cell 75, 843-854.

Lee,Y.S. and Dutta,A. (2007). The tumor suppressor microRNA let-7
represses the HMGAZ2 oncogene. Genes Dev. 27, 1025-1030.

42



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Lin,Y.C., Kuo,M.W., Yu,J., Kuo,H.H., Lin,R.J., Lo,W.L., and Yu,A.L. (2008).
c-Myb is an evolutionary conserved miR-150 target and miR-150/c-Myb
interaction is important for embryonic development. Mol. Biol. Evol. 25,
2189-2198.

Liu,A., Tetzlaff M.T., Vanbelle,P., Elder,D., Feldman,M., Tobias,J.W.,
Sepulveda,A.R., and Xu,X. (2009). MicroRNA expression profiling
outperforms mRNA expression profiling in formalin-fixed paraffin-embedded
tissues. Int. J. Clin. Exp. Pathol. 2, 519-527.

Liu,J., Carmell,M.A., Rivas,F.V., Marsden,C.G., Thomson,J.M., Song,J.J.,
Hammond,S.M., Joshua-Tor,L., and Hannon,G.J. (2004). Argonaute? is the
catalytic engine of mammalian RNAI. Science 305, 1437-1441.

Livak,K.J. and Schmittgen,T.D. (2001). Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method.
Methods 25, 402-408.

Lu,J., Getz,G., Miska,E.A., Alvarez-Saavedra,E., Lamb,J., Peck,D., Sweet-
Cordero,A., Ebert,B.L., Mak,R.H., Ferrando,A.A., Downing,J.R., Jacks,T.,
Horvitz,H.R., and Golub,T.R. (2005). MicroRNA expression profiles classify
human cancers. Nature 435, 834-838.

Lund,E., Guttinger,S., Calado,A., Dahlberg,J.E., and Kutay,U. (2004).
Nuclear export of microRNA precursors. Science 303, 95-98.

Meng,F., Henson,R., Wehbe-Janek,H., Ghoshal,K., Jacob,S.T., and Patel,T.
(2007). MicroRNA-21 regulates expression of the PTEN tumor suppressor
gene in human hepatocellular cancer. Gastroenterology 133, 647-658.

Mitchell,P.S., Parkin,R.K., Kroh,E.M., Fritz,B.R., Wyman,S.K., Pogosova-
Agadjanyan,E.L., Peterson,A., Noteboom,J., O'Briant,K.C., Allen,A.,
Lin,D.W., Urban,N., Drescher,C.W., Knudsen,B.S., Stirewalt,D.L.,
Gentleman,R., Vessella,R.L., Nelson,P.S., Martin,D.B., and Tewari,M.

43



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

(2008). Circulating microRNAs as stable blood-based markers for cancer
detection. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 7105, 10513-10518.

Oelke,M. and Gravas,S. (2010). Relevance of benign prostatic hyperplasia
and associated conditions for urologists, health care systems, and society.
World J. Urol.

Park,N.J., Zhou,H., Elashoff,D., Henson,B.S., Kastratovic,D.A.,
Abemayor,E., and Wong,D.T. (2009). Salivary microRNA: discovery,
characterization, and clinical utility for oral cancer detection. Clin. Cancer
Res. 15, 5473-5477.

Parker,R. and Sheth,U. (2007). P bodies and the control of mRNA
translation and degradation. Mol. Cell 25, 635-646.

Pienta,K.J. and Bradley,D. (2006). Mechanisms underlying the development
of androgen-independent prostate cancer. Clin. Cancer Res. 12, 1665-1671.

Porkka,K.P., Pfeiffer,M.J., Waltering,K.K., Vessella,R.L., Tammela,T.L., and
Visakorpi,T. (2007). MicroRNA expression profiling in prostate cancer.
Cancer Res. 67, 6130-6135.

Rajewsky,N. (2006). microRNA target predictions in animals. Nat. Genet. 38
Suppl, S8-13.

Rajewsky,N. and Socci,N.D. (2004). Computational identification of
microRNA targets. Dev. Biol. 267, 529-535.

Reynolds,M.A., Kastury,K., Groskopf,J., Schalken,J.A., and Rittenhouse,H.

(2007). Molecular markers for prostate cancer. Cancer Lett. 249, 5-13.

Ro,S., Park,C., Young,D., Sanders,K.M., and Yan,W. (2007). Tissue-
dependent paired expression of miRNAs. Nucleic Acids Res. 35, 5944-
5953.

44



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Roehrborn,C.G. (2005). Benign prostatic hyperplasia: an overview. Rev.
Urol. 7 Suppl 9, S3-S14.

Rubin,M.A. and De Marzo,A.M. (2004). Molecular genetics of human
prostate cancer. Mod. Pathol. 77, 380-388.

Rubin,M.A., Zhou,M., Dhanasekaran,S.M., Varambally,S., Barrette,T.R.,
Sanda,M.G., Pienta,K.J., Ghosh,D., and Chinnaiyan,A.M. (2002). alpha-
Methylacyl coenzyme A racemase as a tissue biomarker for prostate
cancer. JAMA 287, 1662-1670.

Schulz,W.A., Burchardt,M., and Cronauer,M.V. (2003). Molecular biology of
prostate cancer. Mol. Hum. Reprod. 9, 437-448.

Taylor,D.D. and Gercel-Taylor,C. (2008). MicroRNA signatures of tumor-
derived exosomes as diagnostic biomarkers of ovarian cancer. Gynecol.
Oncol. 110, 13-21.

Tomlins,S.A., Laxman,B., Varambally,S., Cao,X., Yu,J., Helgeson,B.E.,
Cao,Q., Prensner,J.R., RubinM.A., Shah,R.B., Mehra,R.,, and
Chinnaiyan,A.M. (2008). Role of the TMPRSS2-ERG gene fusion in prostate
cancer. Neoplasia. 70, 177-188.

Tong,A.W., Fulgham,P., Jay,C., Chen,P., Khalill., Liu,S., Senzer,N.,
Eklund,A.C., Han,J., and Nemunaitis,J. (2009). MicroRNA profile analysis of
human prostate cancers. Cancer Gene Ther. 16, 206-216.

Tong,AW. and Nemunaitis,J. (2008). Modulation of miRNA activity in
human cancer: a new paradigm for cancer gene therapy? Cancer Gene
Ther. 15, 341-355.

Vasudevan,S., Tong,Y., and Steitz,J.A. (2007). Switching from repression to
activation: microRNAs can up-regulate translation. Science 378, 1931-1934.

45



68.

69.

70.

71.

72.

Volinia,S., Calin,G.A., Liu,C.G., Ambs,S., Cimmino,A., Petrocca,F.,
Visone,R., lorio,M., Roldo,C., Ferracin,M., Prueitt,R.L., Yanaihara,N.,
Lanza,G., Scarpa,A., Vecchione,A., Negrini,M., Harris,C.C., and Croce,C.M.
(2006). A microRNA expression signature of human solid tumors defines
cancer gene targets. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 103, 2257-2261.

Wightman,B., Ha,l., and Ruvkun,G. (1993). Posttranscriptional regulation of
the heterochronic gene lin-14 by lin-4 mediates temporal pattern formation
in C. elegans. Cell 75, 855-862.

Wu,Q., Jin,H., Yang,Z., Luo,G., Lu,Y., Li,K., Ren,G., Su,T., Pan,Y., Feng,B.,
Xue,Z., Wang,X., and Fan,D. (2010). MiR-150 promotes gastric cancer
proliferation by negatively regulating the pro-apoptotic gene EGR2.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 392, 340-345.

You,J., Cozzi,P., Walsh,B., Willcox,M., Kearsley,J., Russell,P., and Li,Y.
(2010). Innovative biomarkers for prostate cancer early diagnosis and
progression. Crit Rev. Oncol. Hematol. 73, 10-22.

Zhu,S., Wu,H., Wu,F., Nie,D., Sheng,S., and Mo,Y.Y. (2008). MicroRNA-21
targets tumor suppressor genes in invasion and metastasis. Cell Res. 18,
350-359.

46



APENDICE.

Calculo del cambio de expresion por el método comparativo Ct.

En esta apartado se explica brevemente el procedimiento matematico para el
calculo del método comparativo Ct, como ha sido desarrollado por Livak vy
Schmittgen (2001 (para analisis de cuantificacion relativa por PCR en tiempo real.
El cambio en el nivel de expresion de un gen determinado se expresa de la
siguiente manera:

. .. _n-AACH
Cambio de expresiéon =2 c

Esta forma de la ecuacion se utiliza para comparar la expresiéon de un gen en dos
muestras diferentes (A y B); cada muestra se normaliza con respecto a un control
interno 6 normalizador, calculando la diferencia de valores de Ct (ACt) de la

siguiente manera:

ACt muestra A = Ct gen de interés~ Ct control interno

Lo mismo se aplica para la muestra B. Posteriormente, se calcula la diferencia de
valores de ACt, entre las muestras (AACt). Supongamos para este ejemplo, que la
muestra problema es Ay el calibrador 6 muestra control es la B:

AACt = ACt muestra A - ACt muestra B

Finalmente se determina el cambio en el nivel de expresion del gen de interés en

A con respecto a B, calculando el antilogaritmo base 2 del -AACt.

. .. _n-AACH
Cambio de expresiéon =2 c
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